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GLOSARIO

M Términos
Eclosionar. Apertura de huevos o crisdlidas en insectos.
Estrobilacién. Metamorfosis de celenterados de pélipo a medusa.

Extracto tiroideo, Gldndulas tiroides enteras, deshidratadas y pulverizadas; en idioma
inglés se conoce como "Thyroid powder”.

Hemolinfa. Fluido biolégico circulante de algunos invertebrados, andlogo a la sangre.
Imago. Forma adulta de algunos insectos.
Larva. Forma motil e inmadura de algunos insectos.

Moléculas libres. Son aquellas que no estdn acopladas covalentemente a ninguna
estructura s6lida. No confundir con e} término "libre” utilizado cominmente
para describir las hormonas no acopladas a protefnas plasméticas.

Pélipo. Forma juvenil e inmadura de celenterados.

Pupa. Forma no motil de algunos insectos, Estadio intermedio entre larva e imago.
Puparia. Estructura solida que protege a la pupa.

Pronasa. Extracto de enzimas hidroliticas.

Tiroxin. Extracto hidrolizado y cristalizado de tirvides el cual tiene una mayor cantidad de
T4 que el extracto tiroideo.

S ABREVIATURAS

ae Actividad especifica

PBS Amortiguador de fosfatos en solucién salina

sol 1 Amortiguador de CaClg 0.5%, glicina-NaOH 0.2 M, pH 9.6.
Bq Béquerels

c/u Cada uno

cpm Cuentas por minuto

cv Coeficiente de variacién

°Cc Grados Centigrados

DE Desviacion Estdndar

Des Pec1  Desconocido placa 1
Des Pc2 Desconocido placa 2
Des Pp1 Desconocido papel 1
Des Pp2 Desconocido papel 2

DIH Diyodohistidina

DIT Diyodotirosina

EE Error Estandar

EA Extracto acuoso deslipidizado
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Proporcién peso a volumen
Proporcion volumen a volumen
3',5',3.triyodotironina o T3 reversa
Tejido parenquimatoso, 6rganos blandos
3,5-diyodotironina
3',3,5-triyodotironina
3,5',3,6-tetrayodotirenina o tiroxina
Verbigracia
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INTRODUCCION

Se sabe que la gldndula tiroides de los vertebrados acumula yode y lo organifica en
residuos de tirosina, formando 3-monoyodotirosina (MIT) y 3,5-diyodotirosina (DIT), los
cuales posteriormente se acoplan para formar yodotironinas (para revisién véase: Taurog,
1979; Valverde-R y col, 1990), Asi, al unirse dos moléculas de DIT se forma
3',5,3,5-tetrayodotironina o tiroxina (T4) y en el caso de que se acople una molécula de MIT
con otra de DIT se forma 3,3, 5- trivodotironina (T3). Al liberarse estas moléculas al sistema
circulatorio ejercen un papel fisiolégico como mensajeros quimicos que estd bien
caracterizado en el caso de los vertebrados (para revisién véase: DeGroot, 1979;
Oppenheimer y col, 1987).

La presente tesis tiene como objetivo €l anélisis de la posible presencia de moléculas
yodadas en invertebrados, que a su vez podrian fungir como mensajeros quimicos en estos
organismos. Asf, y con el propdsito de ubicar este trabajo en su contexto bioldgico mas
amplio, en la primera seccitn se revisa la informacién disponible acerca de los efectos
bioldgicos de las yodotironinas en invertebrados. Posteriormente, se presenta en forma
resumida la informacion pertinente al metabolismo del yodo en estos organismos. En una
terdiera seccién se recapitulan brevemente las dos secciones anteriores, para plantear asi la
hipdtesis general de trabajo y la estrategia experimental. En seguida se presentan la
metodologia y los resultados experimentales obtenidos. Finalmente, estos resultados se
comparan y discuten con respecto a la informacién existente, estableciendo asi conclusiones
razonablemente vélidas.

A- EFECTOS DE TIRONINAS Y EXTRACTOS TIROIDEOS EN
INVERTEBRADOS

Las primeras evidencias documentadas de que las hormonas tircideas de vertebrados
pueden ser bioactivas en invertebrados datan de 1908 (Alpatov, 1929). En ese afo se
informa que la adicién de extracto tiroideo al medio de cultivo acelera e} crecimiento celular
de Paramecium (Nowikkoff, 1908; cfr Goldsmith, 1949). A partir de entonces y durante las
siguientes dos décadas, diversos investigadores se dedicaron a estudiar los posibles efectos
biolégicos de las tironinas y otros compuestos yodados en diferentes invertebrados, de tal
forma que hacia el fin de la primera mitad de este siglo existia ya una abundante literatura
al respecto (para revisién véase: Goldsmith, 1949). Sin embargo, es importante destacar que
por sus deficiencias y errores metodolégicos Ia mayor parte de estos trabajos brindan
informacién poco confiable. Entre estos problemas, los més importantes se refieren a la
dificultad para dosificar las cantidades del principio activo presente en los extractos, asf
como a la falta de controles positivos respecto al contenido protelnico del extracto. Lo
anterior resulta aun ms relevante si se toma en cuenta que a partir de la segunda mitad de
este siglo, se reduce significativamente el interés por estudiar este aspecto particular de la
endocrinologia comparada.



En esta forma el conocimiento acerca de los probables efectos bioldgicos de las

. tironinas y otros compuestos yodados se encuentra limitado y casi olvidado. Cabe mencionar
que por esta misma razén muchos de los articulos originales de esa época (1908-1940) no
pudieron consultarse directamente y por tanto, parte de la informacion contenida en dichos
trabajos fue obtenida a partir de otras fuentes documentales. Dado el caso, asf se menciona
en la bibliografia.

1- ESTUDIOS EN PROTOZOARIOS

El andlisis de la bioactividad de las tironinasy otros yodcaminoacidos en organismos
unicelulares incluye entre otros a los géneros Tetrahymena y Paramecium.En latabla]se
resumen los resultados obtenidos a éste respecto y puede apreciarse que en general la
adicién de extractos desecados de tiroides acelera la divisién celular, mientras que ésta se
retarda con la adicién de Tiroxin (extracto hidrolizado y cristalizado de tiroides). Este hecho
plantea la duda acerca de si es solamente el mejoramiento del medio nutricional el factor
responsable del erecimiento celular. Esta duda ya habia sido planteada por Woodruff (1923;
cfr Schneider, 1940a). Sin embargo, el mismo Schneider concluye que ambos extractos
"gjercen un efecto sobre el proceso metabdlico en organismos unicelulares y en las primeras
divisiones de otros vertebrados™ (Schneider, 1939; cfr Goldsmith, 1949).

La duda anterior persiste aun en los estudios mas recientes sobre €l particular. Asf,
Csabay Németh (1980) analizaron la divisién celular de Tetrahymena en presencia de
diferentes compuestos yodadoes. Los resultados se reproducen en la figura 1, se puede
observar que la diyodotirosina (DIT) es el compuesto yodado mas potente para inducir el
crecimiento. Sin embargo, la Gnrica molécula que exhibié una curva dosis-respuesta fue la
tirosina, que llegd a inducir el mayor crecimiento de toda la serie experimental. Los autores
interpretan que ademsés de existir receptores a moléculas yodadas, existe cierta
"inmadurez” en este protozoario ya que exhibe una mayor respuesta a DIT que a T4. Por
otra parte, los resultados muestran que todas las moléculas yodadas, al aumentar su
concentracién por arriba de 108M y segin la cantidad de tomos de yodo que posean, son
toxicas para las células y producen una disminucién del crecimiento.

ESTUDIOS EN METAZOARIOS

Celenterados

Los estudios m4s sistemdticos sobre los efectos de moléeculas yodadas en
invertebrados se han llevado a cabo en Aurelia aurita. En este celenterado la altima fase de
desarrollo {estrobilaci6n) consiste en la metamorfosis de pélipo, forma joven del animal, a
medusa. La adicién de KI o de Iz disuelto en el medio de cultivo induce la estrobilacion,
mientras que otros compuestos inorgnicos son inactivos (Spangenberg, 1967). El porcentaje
de induccién es dependiente de la dosis de yoduro, ya que a 100 g/l de KI la estrobilacién
ocurre en un 95 % de los pélipos, mientras que a 10, 1y 0.1 g/l el porcentaje disminuy6 al
65 %, 25 % y 0 % respectivamente.



TABLA I EFECTO DE COMPUESTOS YODADOS SOBRE PROTOZOARIOS #

AUTOR ANO SUBSTANCIA RESULTADOS
Nowikoff 1908 Extracto tiroideo +
Shumway 1914 Extracto tircideo + -
Yodo, DIT N
Buddington 1915 Tiroides de diversos +
& Harvey animales
Cori 1923 Extracto tiroideo +
Tiroxin 1:100,000 ?
Woodruff 1923 Extracto tiroideo N
Tiroxin N
Ball 1925 Extracto
tiroideo +
Torrey 1925 Tiroxin 1:100,000 -
1:1,000,000 -
Csaba 1980 Tiroxina +
& Nemeth Dit +

#hodificado de Goldsmith, 1949; +, Aceleracidn de la
divisién celular; -, Retardo de la divisidén celular;
N, Igual que el control; ?, Cuestionable.
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Figura 1. EFECTO DE TIRONINAS Y SUS PRECURSORES EN LA VELOCIDAD DE
CRECIMIENTO DE Tetrahymena. Se muestra el crecimiento porcentual de los diferentes grupos
experimentales (n=20 pozos por dosis y por compuesto) con respecto al control (100%, linea punteada,
organismos no tratados). Obsérvese que el mayor crecimiento se cbtiene cuando el medio de cultivo contiene
DIT o tirosina (Tyr). En el intervalo de concentraci fisiolégicas para vertebrados (10™'® M), todos los
compuestos ensayados estimulan el crecimiento. En contraste, al aumentar la concentracién de 10® M todas
las moléculas yodadas y segin el nimero de tomos de yodo que contengan, provoca una disminucién del

10



En estudios posterjores se observé que otros compuestos yodados, en concentracién de
10 pg/ml, también inducen la estrobilacién (Spangenberg, 1971). La molécula més efectiva
fue DIT, que indujo 1a metamorfosis en el 100 % de los pélipos en un lapso de 6-7 dias. La
molécula menos activa fue MIT. Bl orden de eficiencia de las demds moléculas fue:
Yoduro>T4>T3-Tiroglobulina.

Por otra parte, estudios de autorradiografia mostraron que el yodo se concentra
rapidamente (min) en la epidermis de los pélipos, mientras que la T4 radiactiva lo hace en
la gastrodermis y su acumulacién es més lenta (hs). Estos datos explican la diferencia en la
velocidad de accién que presenta uno y otro compuesto.

Equinodermos, Crustéceos y Moluscos

Los estudios realizados en estos otros metazoarios no son concluyentes. En la tabla IT
se resumen los resultados obtenidos en los experimentos realizados a la fecha en estos
organismos. Nuevamente se observa que con el empleo de los extractos totales de la
gldndula (extracto tiroideo o tiroides) se acelera el desarrollo, mientras que ocurre lo
contrario al utilizar Tiroxin. Asi, en el caso de Torrey (1929), la adicién de Tiroxin (dilucién
1:50, 000) retardé el desarrollo y divisién celular de los huevos fecundados de Echinometra
lucunter (erizo de mar) con respecto a los controles. También se aprecid que el efecto
dependié de la dosis utilizada (intervalo 1:50,000 - 1:400,000). Finalmente, al sustituir el
extracto por KI el efecto no se ohservé.

Artrépodas (insectos)

Como se resume en la tabla II1, entre 1918 y 1940 diversos investigadores estudiaron
el efecto que tenia la inyeccin, o la administracion oral, de extractos tiroideos sobre la
duracién del estadio larvario y sobre el metabolismo o el tamario del organismo. La mayoria
de estos trabajos informan no haber observado ningiin efecto. Sin embargo, afios mas tarde,
el andlisis critico de estos estudios permitid a Goldsmith establecer la siguiente conclusion
general: "La literatura acerca de los efectos de principios tiroideos en insectos est repleta de
contradicciones e inconsistencias.... muchos de los experimentos estn sujetos a la critica, ya
que las dosis no fueron adecuadamente controladas.” (Goldsmith 1949, pp 294-295).

En apoyo a esta conclusién global conviene destacar los estudios publicados por
Kunkel (1918) y por Brannon (1934), en los cuales, como lo demostré posteriormente
Schneider, las dosis empleadas tienen un efecto téxico sobre estos organismos (ver mds
adelante Schneider, 1940 c). Sin embargo, también es importante reconocer que los trabajos
de Alpatovy los del propio Schneider escapan a la bien fundada critica de Goldsmith.

El primero (Alpatov, 1929 a} que estudiaba las variaciones naturales de las

11



TABLA II EFECTOS DE TIRONINAS EN
EQUINODERMOS, CRUSTACEOS Y MOLUSCOS #

AUTOR ARO GENERO SUBSTANCIA RESULTADOS
EQUINODERMOS
Bulter 1928 Arbacia Tyroxin 1:25,000 -
1:50,000, 1:100,000 -
Torrey 1928 Echinometra  Tyroxin -
Runnstrom 1929 Antedon Tyroxin -
Zavrel 1929 Paracentrotus Tyroxin -
Ungar 1933 Psammechinus Tyroxin N
1:50,000-1:800,000 -
>=1:850,000 +
CRUSTACEOS
Vecchi 1918 Cyclops Extracto tiroideo +
Romeis 1925 Astacus Extracto tiroideo N
Banta 1929 Daphnia Extracto tiroideo N
Ciabetta 15930 Artemia Extracto tiroideo +
MOLUSCOS
Hykes 1930 Physa Tyroxin 1:100,000- ?
1:500,000 ?
Susaeta 1930 Barnea Tyroxin -
(huevos) Tiroides 2+
Chatzillo 1936 Limnea Tiroides +

# Tomado de Goldsmith, 1949; +, Aceleracién del desarrollo:;
N, Igual que el contrel:; ?, Cuestionable; -, Retardo del
desarrollo o divisidén celular.



TABLA III EFECTOS DE TIROIDES FRESCAS Y
EXTRACTOS TIROIDEOS EN INSECTOS#

AUTOR ANO GENEROC SUBSTANCIA RESULTADO

Kunkel 1918 Lucilia Tiroides frescas -

Calliphora Tiroides frescas -

Abderhalden 1919 Deilephila Tiroides hidrolizada N

Romeis 1920 Calliphora Tiroides frescas -

Kahn 1921 Tenebrio Extracto Tiroideo N

Kopec 1924 Lymantria Tiroides frescas -

Pieris Tiroides frescas -

Reznitchenko 1926 Drosophila Tiroides al 5% N

Drosophila Tiroides al 10% -

Magaudda 1927 Pieris Extracto Tiroideo* +

Pieris Extracto Tiroideo** -

Alpatov 1929 Drosophila Extracto Tiroideo +

Hahn 1929 Tenebrio Tiroides frescas N

Vanessa Tircides frescas N

Fleischmann 1929 Lymantria Tiroxin N

- Celerio Tiroxin N

Zavrel 1930 Chironomus  Extracto Tiroideo N

1931 Chironomus Extracto Tiroideo +

Terao & 1931 Bombyx Tiroides frescas +
Wakamori

Romeis 1932 Papilio Tiroxin N

Koller 1932 Drosophila Tiroxin N

Brannon 1934 Lucilia Tiroides frescas +

Schneider 1940 Tribolium Extracto Tiroideo +

fhodificado de Goldsmith, 1949; <, Retardo de metamorfosis;
N, Igual que el control;*, Tratamiento "corto";**, Tratamiento

"largo";

13
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larvas de una l1nea de Drosophila melanogaster (mosca de las frutas) utilizé larvas recién
eclosionadas durante 67 hs. Su disefio incluyd dos grupos: el experimental crecid en un
medio de cultivo que contenia tiroides seca de cerdo mezclada con levadura {proporcién 1:10
pesofpeso, respectivamente}, y el grupo control crecié en un medio que contenia la misma
proporcién de masculo desecadode cerdo (Alpatov, 1929 b).

Después de lavar, sacrificar y fijar a las larvas, midié su longitud con un micrémetro.
Aungque e} autor muestra los resultados de un solo experimento, menciona haber realizado
nueve cuyos resultados fueron consistentes entre si y haber medido casi ocho mil larvas. En
el experimento en cuestién, cuyo niimero de individues por grupo fue de 400, se observé que
1a longitud de las larvas alimentadas con tiroides fue mayor que la de las alimentadas con
misculo. Por otro lado, este investigador comenta que las larvas alimentadas con tivoides,
al desarrollarse a imagos (metamorfosis), tuvieron un tamano menor al de jos
correspondientes que fueron alimentados con masculo durante su estadio larvario.

Los trabajos mds sistematicos y mejor realizados en esta drea estdan contenidos en la
serie de articulos publicados por Schneider (Schneider, 1940 a-¢), razén por la cual vale la
pena analizarlos con mayor detalle. El control adecuado y sistemdtico de ciertas variables
(densidad poblacional, recambio alimenticie, humedad relativa, temperatura, etc.), el hecho
de haber utilizado el namero suficiente de individuos (100 ; 250 por grupo experimental), y
el andlisis de sus resultados desde el punto de vista estadfstico, le permitié obtener
conclusiones mds confiables. El autor trabajo con Tribolium confusum (escarabajo de la
harina o gorgojo). En sus experimentos aliments animales con tiroides sélo durante el
estadio larvario y analizé la mortandad, la duracién del estadio larvario y el peso corporal
de las pupas y de los imagos.

La primera serie de experimentos consistié en la alimentacién de larvas de T.
confusun con extracto desecado de tiroides de cerdo, mezclado a diferentes diluciones
(1:10,000-1:10) con harina, medio de cultivo habitual para este insecto. Puesto que Ia
alimentacion con tiroides aumenta la calidad nutricional del medio de cultivo, el autor
incluyé un grupo experimental alimentado con extracto desecado de parétida de cerdo, cuyo
contenido de grasa y de proteina es similar al del extracto de tiroides (Schneider, 1940 a).

Sus resultados muestran que en los animales alimentados con extracto tiroideo el
perfodo larvario fue menor que en los grupos restantes. Ei acortamiento del estadio larvario
fue dependiente de la dosis del extracto tiroideo en el intervalo 1:10,000 a 1:10, pero no del
extracto de parétida en el intervalo 1:100 a 1:10, y se cbservé incluso con la dosis menor de
tiroides (1:10,000}. Por otra parte, la variacién experimental en el grupo alimentado con
tiroides fue menor que en el resto. Este hecho sugiere que la alimentacién con tiroides,
ademds de acortar, sincroniza el estadio larvario de estos insectos,

En Tribolium el peso corporal tanto de las pupas como de los imagos hembras es
mayor que el de los machos de la misma especie, por lo cual, para las comparaciones
estadisticas de peso corporal, se separd a los animales por sexo. En comparacién con los
animales control el peso de las pupas de las larvas alimentadas con tiroides o con parétida
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fue mayor en ambos sexos. Sin embargo, sélo en el caso del extracto tiroideo el efecto fue
dependiente de la dosis.

Puesto que durante el estadio de pupa los animales no ingieren alimento, el peso
corparal de los imagos, forma adulta de estos insectos, fue inferior en todos los grupos
experimentales, Sin embargo, el descenso de peso (% de peso corporal perdido) fus
directamente proporcional al peso corporal absoluto, Por ejemplo, el porcentaje perdido por
ias hembras alimentadas con tiroides 1:10 (el grupo con el mayor peso corporal) fue del
16.3%, mientras que en los machos control (los m4s ligeros) fue de sélo el 8.5%. Por tanto, el
efecto de aumento de peso por la alimentacién tiroidea se vio disminufdo en el estadio de

imagos con respecto al de pupas.

Una de las acciones mds interesantes de la alimentacién con extracto tiroideo en 7'
confusum se observo en los descendientes gue no obstante estar alimentados tinicamente
con harina manifestaron también, aunque en menor cantidad, las caracteristicas de sus
antecesores (Schneider, 1940 b). Este efecto ya habia sido observado con anterioridad (Terao
y Wakamori, 1931; cfr Scneider, 1940 b) en Bombyx mori (gusano de seda). Asi, el estadio
larvario de la primera generacién (F1) de descendientes de animales alimentados con
tiroides en proporcién 1:10, fue significativamente menor al de los hijos de animales control.
Este efecto no se observo en los descendientes de los animales alimentados con parétida
1:10, lo cual apoya la idea de que en este grupo el aumento del desarrollo de los padres fue
debido Gnicamente a la mejor nutricién durante su estadio larvario.

La descendencia de los animales alimentados con tiroides mostré el acortamiento del
estadio larvarijo hasta la generacién F3 y este efecto se potencia al alimentar a dos
generaciones sucesivas oon el extracto tiroideo (Schneider, 1940 d). Ademds estos efectos
son transmitidos de una generacién a otra por los insectos antecesores hembras y no por los
machos (Schneider,1940 e). Los efectos "sincronizador” y sobre el peso corporal secundarios
a la alimentacion con tiroides, se manifestaron hasta la generacién F2.

La alimentacién con tiroides en proporcién 1:5y 1:2 disminuyé significativamente el
peso corporal tanto de las pupas como de los imagos, a la vez que aument6 la mortandad
larvaria del 6% (el méximo obtenido en todos los experimentos realizados por el autor), al 13
y 20% respectivamente. Ademas, con la dosis mayor (1:2), se observé un efecto "paraddjico”
en la duracién del estadio larvario, ya que ésta aument6 significativamente (Schneider,
1940 c). Este efecto también fue "transmitido” a sus descendientes no alimentados con
tiroides. Estos resultados permitieron a Schneider concluir que el exceso de tiroides es
téxico para estos animales y brindar una explicacién razonable acerca de la inconsistencia
de los resultados en la mayoria de los estudios previos (Tabla III). Asi, propuso que con
concentraciones pequefas (1:10,000-1:10) predomina el efecto anabélico, mientras que la
alimentaci6n con una coneentracién intermedia {alrededor 1:5), equilibra los efectos
catabélico y anabolico, observandose un estadio larvario igual al del control. Por el
contrario, al aumentar la concentracion de tiroides (proporcion 1:2) el efecto catabélico es
mayor que el anabélico, luego entonces la duracién det estadio larvario aumenta.
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B- METABOLISMO DE YODO EN INVERTEBRADOS

Se sabe que la concentracién de yodo en la corteza terrestre es de s6lo 6.7 x 10'2%, y
en el mar es menor adn, 1-7 x 10°%. Esta acentuada escasez del elemento, aunada a su
importancia como parte constitutiva de ias hormonas tiroideas, explica en parte el hecho de
que en todos los vertebrados estudiados hasta )a fecha se haya demostrado la presencia de
células altamente especializadas en atrapar y organificar el yodo ingerido.

1. ESTUDIOS EN CELENTERADOS

Una vez mds, los estudios mds sistemdticos sobre la sintesis de moléculas yodadas en
invertebrados se han llevado a cabo en celenterados. Asi, la cromatografia de
homogeneizados de pélipos expuestos a 131I, precipitados con dcido tricloroacético e
hidrolizados con pronasa mostré la presencia de MIT, DITy T4 en el sistema sec-butanol:
NH4OH 3% (3:1, v/v) (Spangenberg, 1971). Los cromatogramas del medio de cultivo, no
hidrolizado, también mostraron la presencia de Ts. Sistemdticamente se encontraron, en
cuatro sistemas cromatograficos diferentes (NH4OH: butanol, 1:1; colidina: Hz0, 125:44;
butanol saturado de etanol: NHyOH 2N, 5:12; y alcohol ter-amilico: NH4OH 26%, 1:1, v/v)
ademés del ya mencionado, "picos” cuyo Rf fue igual al de la T4 patrén. Sin embargo, otros
investigadores (Silverstone y col, 1978) no han confirmado la presencia de T4 y sélo han
observado la presencia de un "pico” cuyo Rf era parecido al de tironinas (T,
3,5-diycdotironina (T2) y T3) pero definitivamente no idéntico. Este material se encontré
tanto en homogeneizados de pélipos, como en extractos hidrolizados enzimédticamente. Cabe
sefialar que en este trabajo se empled un sistema cromatografico con mayor resolucién
consistente en butanol: dioxano: NH4OH 2N (4:1:5, v/v).

Por otro lado Spangenberg (1971) observé que el medio de cultivo en el que se indujo
la metamorfosis mediante yoduro es capaz de inducir la estrobilacién de otros p6lipos, lo
cual sugiere la posible funcién adicional de estas moléculas como ferormonas. Ademads, la
adicién de diversos bociégenos inhibi6 la estrobilacién de A. aurita (Spangenberg, 1974). Asf,
al igual de lo que sucede en vertebrados, la presencia de estos agentes redujo la asimilacién
de yoduro de los pélipos, al mismo tiempo que disminuy¢ la sintesis de MIT, DIT y T4.

2. ESTUDIOS EN INVERTEBRADOS ACUATICOS

En 1954 Gorbman y col (Gorbman y col, 1954) agregando al medio 131y y utilizando
técnicas autorradiogrficas estudiaron la distribucién y el metabolismo del is6topo en 22
especies de invertebrados acudticos, entre las cuales no se incluyeron insectos, aunque s{
otros artrépodos. La conclusién general de este trabajo fue que la mayor parte del yodo se
acumula y organifica en estructuras escleroproteinicas, tales como el exoesqueleto de los
artrépodos; la concha, el manto y las estructuras de anclaje de los moluscos; asi como los
dientes y la cuticula de los anélidos. En la discusién de estos resultados los autores
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eomentan: "...que el yodo presente en estructuras u Srganos gue mudan periédicamente y en
compuestos que son extremadamente insolubles hace poco probable que esté disponible
para trabajo fisiolégico (como endacrina)”. (Gorbman y col, 1954, pp.86-87).

Ademds, en el caso de Nereis viriens (un anélido), realizaron el anilisis
radiocromatogréfico, en papel con el sistema butanol: NH4OH 2N (1;1, v/v}, de hidrolizados
tripticos de animales expuestos al radioisétopo durante 48.72 hs. En cinco experimentos se
observé reproduciblemente la presencia de "picos” radiactivos gue correspondian a los Rf(s)
de MIT y DIT. Sin embargp, en un sole experimento se cbservaron trazas de lo que podria
corresponder a tiroxina.

Por otro lado en el caso de Musculium partumeium (un molusco bivalvo de agua
fresca), se observo que el 40% de la radiactividad desaparecia del medio en 65 h. En este
experimento, al ser el volumen de los moluscos s6lo una centésima parte del volumen total
del medio acuoso, es razonable concluir que el organismo concentré activamente el
radiois6topo. Posteriormente realizaron analisis cromatogrficos de hidrolizados tripticos con
el sisterma butanol: dcido acético. As, la fraccién soluble de un macerado de estos animales
que fueron expuestos durante 96 h al medio radiactivo revel, ademds de DIT y de MIT, la
presencia de un "pico” que correspondia a T4 y al 20 % de la radiactividad encontrada.
Sorprendentemente, el (inico comentario que hacen los autores sobre este descubrimiento es
el siguiente: "Es un hallazgo muy interesante... la cantidad producida es comparable a la
que producirfa la gléndula tiroides de un roedor en el mismo tiempo” (Gorbman, 1954, p 87).

3 ESTUDIOS EN INSECTOS

El primer trabajo a este respecto fue realizado por Wheeler (1947). En este trabajo se
alimentaron durante 72 hr larvas de Drosophila gibberose (mosca mexicana de las frutas)
con 31T mezclado en el medio de cultivo. Posteriormente los animales fueron sacrificados,
disectados y se cuantifics la radiactividad en los diferentes érganos con un contador Geiger.
Se observé que el 84.2% del is6topo se acumuld en las estructuras esqueléticas de las larvas:
mandibulas, quitina, piel, troncos traqueales y espirculos. Sin embargo, un 3.6% de la
radiactividad se encontraba en las gléndulas anulares de la larva que representa sélo Ia
1/7000 parte del volumen total del animal (Wheeler, 1950),

Los resultados obtenidos con autorradiografia confirmaron y ampliaron los obtenidos
con las disecciones. La radiactividad se concentré en la epicuticula, que es una capa delgada
del exterior del exoesqueleto. Estos resultados también sugieren que las células que se
cla;xlcuentran bajo esta estructura pueden tener un papel fisiclégico en la concentracién de

1

Esta investigadora también obtuvo evidencias que le permitieron proponer que el
yodo radiactivo se habia organificado en proteinas. En efecto, mediante ia hidrélisis alcalina
(KOH al 5 % durante 48 h a 65 °C) de Ia piel de larvas alimentadas con *3'3, la radiactividad
se disolvié. Este resultado, asf como el hecho de que la quitina no se hidroliza con este
procedimiento mientras que las proteinas sf lo hacen (Wheeler, 1947), lievan a la conclusién
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En el momento en que ocurre la metamorfosis de larvas alimentadas con el
radioisétopo a pupas, se observd que la radiactividad es "abandonada” por la pupa, es decir,
queda concentrada en la puparia.

Posteriormente, estos estudios fueron ampliados con andlisis radiocromatogréficos en
papel utilizando fenol saturado con agua como fase mévil. Los hidrolizados de larvas
“radiactivas” fueron tratados con Ba(OH)o, el cual precipita tiroxina. Los resultados
mostraron cuatro "picos” radiactivos y la autora propuse que pudieran corresponder a I-,
MIT, DIT y I2. Sin embargo, en éstos experimentos no se co-cromatografiaron patrones de
dichas moléculas.

Entre los trabajos que aportan evidencias de que los insectos organifican yodo destaca
el de Limpel y Casida (1957). Estos investigadores realizaron un estudio sobre el
metabolismo y distribucién de yodo radiactivo en diez especies de insectos, y en particular
profundizaron el estudio en Periplaneta americana (cucaracha del trépico). Asf, después de
uno a tres dias de haber administrado 311, los animales fueron sacrificados, hidrolizados y
este material se cromatografié en papel con el sistema butanol: dcido acético: agua (78:5:17,
viv). En ocho de las especies estudiadas se observé la existencia de "picos” cuya movilidad
radiocromatografica coincidi6é con los Rf de los patrones de T3 y T4 que son irresolubles en el
sistema cromatografico utilizado.

En cuanto a la distribucién del is6topo, en cuatro especies se observd que la mayor
proporcién del misino se elimina oon la cutfcula cuando los animales mudan. En
consistencia con este resultado y como se muestra en ia tabla X, la cuticula de P. americana
concentra y arganifica la mayor cantidad de 18ty 94 s después de su administracién. Sin
embargo, al hidrolizar y cromatografiar este material se identificé tinicamente la presencia
de MIT. En contraste, en los radiocromatogramas de hidrolizados de tejidos
parenguimatosos se encontraron picos cuyos Rf correspondieron al de T3-T¢. Los érganos
que presentaron mayor proporcién de estos compuestos fueron: el tejido graso, el misculo y
la notocorda (ver tabla X).
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* RECAPITULACION Y PLANTEAMIENTO DEL
PROBLEMA

Pese a la informaci6n resumida anteriormente y con la excepcién de A. aurita,
actualmente se da poca importancia a {a posibilidad de que en los invertebrados el yodo
pudiera organificarse en moléculas que desempefien la funcién de un mensajerc quimico.
Asf, en los libros de texto contemporéneos s6lo se menciona la existencia de yodo
organificado en las estructuras escleroprotefnicas que conforman el exoesqueleto,
soslayando las evidencias que apoyan el probable papel fisiol6gico como componente
fundamental de moléculas yodadas libres en estos organismos (Gorbman, 1978; Taurog,
1974). Nosotros pensamos que esta organificacion del yodo es factible y esta propuesta
constituye la hip6tesis general de la presente tesis. A continuaci6n se resumen las
principales razones que sustentan dicha hipétesis.

a. No es vélido ignorar ni descartar a priori los articulos originales viejos (1908-1940)
en donde se informan algunos efectos biolégicos de extractos tiroideos sobre invertebrados.
Los trabajos mejor controlados de esa época en insectos (Alpatov, 1929; Schneider, 1940
a-e), sugieren que la ingestién de extractos tiroideos acorta el estadio larvario y aumenta la
talla de los organismos estudiados. Ademds, ios estudios més recientes al respecto (para
revisién vease Spangenberg, 1977) brindan evidencias experimentales s6lidas en
celenterados que confirman la bicactividad de estas moléculas en invertebrados.

b. Atiny cuando estas investigaciones no son concluyentes, tampoco permiten afirmar
que: (1a tiroxina) "tiene pooo o ningin valor fisiol6gico en invertebrados®, como sostienen
algunas autoridades en el campo (Gorbman y col, 1954, p 86).

c. Por otra parte, los estudios sobre la organificacién de yodo en las estructuras
escleroprotefnicas de diferentes invertebrados son consistentes e indican que sf ocurre dicha
organificacién. Ademds, estos estudios han mostrado que:

- las estructuras escleroproteinicas son dificiles de hidrolizar.

- el yodo del exoesqueleto se "pierde” en el momento en que los animales mudan,
como el caso de la cuticula de Jos insectos.

- solo existen yodotirosinas.

Estos hechos han llevado a proponer con razonabie validez que estas moléculas
yodadas tienen poco o nada que ver con la sintesis o bien con la probable funcién de
mensajeros quimicos intercelulares, los cuales por definicién deben satisfacer la posibilidad
de "moverse” y circular dentro del organismo y por tanto, no deben de estar acoplados
covalentemente a ninguna estructura sélida.

d. Sin embargp, lo anterior no permite soslayar la importancia que tiene la constante

demostracién de tironinas en 10 de las 13 especies de invertebrados estudiadas y no brindar
una explicaci6n satisfactoria a la presencia de este compuesto. En efecto, los estudios
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encaminados a identificar vodoaminodcidos en Jos extractos de hidrolizados de tejido
parenquimatoso (TP) de diferentes invertebrados han mostrado, sistemiiticamente, la
presencia de MIT y DIT (Gorhman y col, 1954; Limpel y Casida 1957), ¥ en [n mayoria de
las especies, pero no en todas, s han identificado tironinas (Gorbman y col, 1954; Limpel v
Casida, 1957; Spangenberg, 19711 Esta informacion plantea la posibitidad de que las
molculas yodadas del ‘TP puedan tener un papel fisioldgico como mensajeros quimicos. Estas
son fas moléculas yodadas que pueden estar Jibres ¥ son éstas las que nosotros nos

ahocamos a estudiar,

En relacion a estas moldeulas libres, es importante mencionar que en su articulo,
Limpel y Casida comentan: "...es posible extraer cantidades importantes de material
radiactivo a partir de macerados frescos de P. americana con éter de petréleo” (Limpel y
Casida 1957, p 26). Ademas, estos autores muestran fa presencia de MIT en la hemolinfa,
asi como la excrecion de moléculas yodadas "libres” con las heces fecales; sin embargo, en
este trabajo no se estudiaron estas moléculas en particular. Por otra parte, el sistema
cromatografico utiiizado no tiene resolucion para las diferentes tironinas.

OBJETIVO Y ESTRATEGIA

A- OBJETIVO

Demostrar la existencia de moléculas orgdnicas yodadas libres en un insecto, por
medio de su purificacién parcial, e iniciar ia caracterizacién quimica de las mismas.

B- ESTRATEGIA
1

Como modelo biolgico se utilizar el mismo estudiado anteriormente por Limpel y
Casida: P. americana. Este insecto tiene un alto potencial biéticoy una gran resistencia a
las manipulaciones experimentales.

2
Para poder identificar pequeiias cantidades de cualquier molécula orgdnica yodada

libre, sintetizada por los animales, se utilizar como trazador el Na 125y

3
Limpel y Casida informan que P. americana deja 52 % de radioyodo sin organificar a

las 24 hs de haber sido inyectado el trazador, por lo cual los tiempos de sacrificio seran
mayores a los utilizados por estos autores (11 - 15 dias).

4
La metodologia de purificacion que serd implantada no deberd incluir ningan

procedimiento que destruya algin enlace covalente, de manera tal que las moléculas
aisladas sean libres. Por otra parte, dicha marcha deber proporcionar un material lo
suficientemente puro para poder ser analizado con las técnicas cromatograficas que se

utilicen,
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MATERIALES y METODOS

A- MATERIALES

1 ANIMALES

En abril de 1986 se abtuvo una pequena colonia de Periplaneta americana,
gentilmente donada por la Dra. Celina Llanderal Cazares del Colegio de Postgraduados,
Chapingo, México. La colonia consistio en aproximadamente 80 animales de ambos sexos,
de los cuales sdlo uno era adulto. Las cucarachas se mantuvieron en una caja de acrilico de
40 x 25 x 15 cm, cuyo piso fue forradoe con papel sobre el cual se colocaron cilindros de
cartén de 4-6 cm de didmetro como habitacion de los animales. La caja se mantuvo en el
laboratorio a temperatura ambiente (17-22 °C). Tanto el papel como los cilindros de cartén
se cambiaron cada dos meses aproximadamente, tiempo en que la humedad carcomia la
celulosa.

El agua se les proporcioné ad libitum vertiéndola sobre esponjas de hule espuma
colocadas sobre un plato de plstico de 10 em de didmetro. Los animales fueron alimentados
con verduras frescas adquiridas comercialmente, principalmente jitomate. El alimento se
reemplaz6 al menos una vez a la semana.

Para los experimentos slo se utilizaron individuos adultos de 0.5-1.2 g de peso
corporal.

2 MATERIAL RADIACTIVO

Se utilizé Na'2%] (a e 0.1-0.4 Bo/ug) libre de acarreador. Este isétopo se obtuvo
indistintamente de Amersham (Amersham, Buckinghampshire, Reino Unido); o de New
England Nuclear (Boston, Mass, USA). De éste tltimo proveedor también se obtuvieron las
tironinas marcadas con 251 tiroxina y triyodotironina.

3 PATRONES YODADOS

Se utilizaron T4, T3 y 3,5 diyodotironina (T2) de Sigma (St Louis, Mo, USA); asi como
3,5’ 3-triyodotironina (+T3) de Calbiochem (La Jaya, Calif, USA). Se utilizé también
diyodotirosina (DIT) (NBCO, Cleveland, OHIO, USA).
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4 SOLVENTES

Bl metanol, el acotito de etilo, el hidroxido de amonio (26 %9 y el cloroformo fueron
adquiridos en Merck-México (Méx, Méxicol. Bl n-butanol. el aleohol ter-amilico, e} deido
acético y el dcido clorhidrico fueron compradoes a Hartman-Leddon (Pennsylivania, Penn,
USA) 0 a Baker-México (Tlax. Méxiony,

5 REACTIVOS

Se utilizaron cleruro de calcio e hidroxido de sodio (Merck- México); citratos y fosfato
de sodio tanto monosodico como disddico (Baker-México, Tlax, México}. La 4-aminopiriding,
el ferrocianuro de potasio y el cloruro de paladio fueron adquirides en Sigma (St Louis, Mo,
USA). La glicina fue comprada en Merck (Darmstad, Alemania).

6 EQUIPO

Conteo radiactivo. La emision gamma fue cuantificada en un espectrémetro gamma de
centelleo Packard, modelo 5120, con una eficiencia que oscild del 10% al 20%.

Agitador tipo Vortex.

Sonicador. Se utiliz6 un limpiador Branson de ultrasonicacién.
Céamaras de cromatografia

7 SOLUCIdNES

Soluciéon madre de NaOH(10M). Se pesaron 40 g de NaOH y se disolvieronen
agua destilada. Se aforé a 100 ml y se guardé desgasificada a temperatura ambiente en un
recipiente de pldstico. A partir de la solucién madre y para cada experimento se prepararon
las soluciones 0.015 M y 0.02 M.

Acido acético 1y L1 M. Se prepararon con 572 y 629 ul, respectivamente, de dcido
acético glacial que fueron aforados a 10 ml con agua destilada. Generalmente estas
soluciones se prepararonel mismo dia en que se realizo cada experimento.

Amortiguador CaCl2 0.5%, gli-NaOH 0.2 M pH 9.6 (Sol 1). Se pesaron 0.165 g de
CaClay 0.375 g de glicina. Se disolvieron en 15 ml de agua destilada. Posteriormente su pH
se ajustd a 9.6 con NaOH 10 M y fue aforado a 25 il con agua destilada. A partir de esta
solucion se preparé la solucidn de CaClz 0.05%, gli-NaOH 0.02 M.



NH40OH 2 M. Un volumen de 1:35 m} de una solucion NH4OH al 26 4. fue aforado a
10 nyl con agua destilada. Bsta solucian fue preparada of mistmo din del experimento o
guardada en refrigeracion o conpelacion, La selucidn inieial al 26 % fue fraccionada en
volimenas de 10 m) aproximadamente ¥ guardada en el congelador paen evitar su

eviparacion.,

Amortiguador de fosfatos en sotucién salina (PBS). Se pesaron 2.76 g de
Nal21°04 140, 2.84 g de NaallPOy y 5.84 ¢ de NaCl se disolvieron en agua por separado y
se aforaron cada una 100 ml. Pesteriormente se mezclaron 7.65 ml, 6.35 v 15 mi de las
soluciones de NaH2PO4 H20, NazHPO4, y NaCl, respectivamente y se aforaron de nuevo o
100 mi para una concentracion final de fosfatos 0.015 M, NaCl 0.156 M y un pH de 8.8, Esta
altima solucion se congeld a ~20° C.

4-aminopiridina 2.5 Se pesaron 5 g de 4-aminopiriding y 5 g de NaHCO3. Ambuos
compuestos se mezclaron disolviéndose en agua y se aforaron a 200 m}.

K3Fe(CNg) 2 % Se pesaron 4 g de KiFelCNg) y se disolvieron en 200 mi de agua.
Esta solucion se almacené en la oscuridad.

PdCl10.5% Se disolvieron 500 mg de PdCl en 5 mi de HCI 2 M y se aforaron a 100 mi
con agua.

B- PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

1 ADMINISTRACION DEL ISOTOPO

Los animales fueron anestesiados con CO2 haciendo burbujear hielo seco en agua
potable a temperatura ambiente, en un kitasato tapado y conectado a una manguera de
hule. El 1%%] se disolvié en PBS pH 6.8. Las dosis utilizadas variaron de 6 a 16 x 10° cpmen
un volumen no mayor de 10 pl . La inyeccidn det isétopo se realizé utilizando una jeringa
Hamilton de 10 pl, introduciendo la aguja entre los terguitos dorsales 4° y 5’ en el lado
derecho del corazén. Después de la inyeccidn los animales se mantuvieron en ayuno, al
menos durante 12 horas. Ademds, y hasta su sacrificio, se mantuvieron separados de la
colonia en una caja de acrilico circular de 30 e de dimetro por 7 cm de alteen las
condiciones previamente indicadas.

2 COLECCION DE HEMOLINFA
Los animales fueron anestesiados con corriente de COy, de la manera ya mencionada,
y mantenidos a 4 °C por lo menos durante 10 min. Al término de ese lapso se sacrificaron

por decapitacion y la hemolinfa fue colectada en tubos eppendorf de 0.5 ml y congelada
hasta su uso.
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3 DISECCION

Para reduciv al maximo In descomposicion rapida que carzetorizi i estos organismos,
cl cuerpo de los animales sacrificndos se comzelo inmedintamente con hielo seco. Ta
dixeceion s Hlevao a cabo mientras los tejidos se descongelabion a temperatara ambicente con
I ayuda de tijeras v pinzas de diseccion. Inicialmente se cortaron L alas vl eabeza,
mismas que se desecharon después de caantificar su radinetividad. Posteriormente se
separd, lo mejor posible, el tejido blando del abdomen (eonstituido principalmente por
visceras y tejido graso) y los musculos del térax y patas. Estos organos constituyen la
fraccién denominada tejido parenguimatoso (TP y el resto, el exoesqueleto o cuticula.
Durante Ia realizacion de este procedimiento no se observe la pérdida de hemolinfa.

4 MACERACION

A la fraccion TP se agregd entre 2y 4 ml de NaOH 0.015 M por cucaracha. Con la
ayuda de un homogeneizador de émbolo de teflon se termind de separar manualmente los
pequerios restos de tejido cuticular. Al bajar lentamente el émbolo estos remanentes quedan
en el fondo del homogeneizador, mientras que el tejido parenquimatoso se macera y queda
arriba del émbolo: Este sobrenadante macerado se aspiré con pipeta Pasteur.

Los restos de tejido cuticular se juntaron con el exoesqueleto disectado inicialmente
(que contiene restos de tejido parenguimatoso) y se lavaron tres veces consecutivas con un
volumen entre 0.5 y 1.5 m! de NaOH 0.015 M. En cada lavado se sonicaron 5 min. Estos
lavados del tejido cuticular fueron juntados con el tejido macerado para conformar la
fraccién TP. El pH final de esta mezcla fue de 7 a 8.5.

5 HOMOGENEIZACION

El pH de la fraccién TP fue ajustado a 8.5-10.5 con NaOH 10 M. Se midié su volumen
y se agregd 1:9 (v/v) de sol 1 para una concentracién final de CaClu 0.05%, Gli-NaOH 0.02 M
pH 9.6. Las muestras se homegeneizaron, esta vez con un rotor eléctrico en el
homogeneizador de émbolo de teflon.

6 PREPARACION DE LA HEMOLINFA

Después de descongelar las muestras a temperatura ambiente, se centrifugaron a 267
x g por 10 min. Se tomé el sobrenadante. Si el precipitado tenja mucho volumen se le agregé
una pequena cantidad de NaOH 0.015 M, se agité levemente, se repitié la centrifugacién y
se tomd nuevamente el sobrenadante.



7 PURIFICACION/EXTRACCION DE LOS HOMOGENEIZADOS

Los homogeneizindos de la fraccion TP so destipidizaron dos veces con cloroformo y
posteriormente se Hevaron a pli 4 con steido acético partser extraidos (dos vecest con
acetato de etilo: butanot (51, ¢ En el caso de fa hemalinti solamente se roalize 1a
extraccion de 1a fase acuosa sin ja desfipidizacion previs. Paesto que estos procedimientos
fueron objeto de optimiziacion, en la seccion de resultados se explivan en mayor detalle.

C- METODOS ANALITICOS

CROMATOGRAFIA EN PLACA FINA.
Sesiguio el método de Oshorn y Simpson (19693, con algunas medificaciones. Para

aplicar Jas muestras, se concentraron los extractos orginicos bajo corriente de nitrdgeno
hasta un volumen menor a los 200 ul. Se transfirieron a tubos eppendorf y se terminaron de
secar bajo corriente de nitrogeno. Las muestras se resuspendieron en etanol: NH4OH 2 N
(1:1, v/v) y se centrifugaron 1 min a 67 x g para concentrar las muestras en el fondo del
tubo. Bl sobrenadante fue aplicado en punto o en banda con tubos capilares bajo corriente
de aire sobre placas de silica gel (Eastman Kodak 13179, Rochester, N. Y., USA), secadas
previamente al horno a 80 °C por 30 min.

En cada cromatografia también se aplicaron, utilizando la misma placa peroen
carriles paralelos, patrones de moléculas yodadas. En el caso de patrones radiactivos
(1‘3&1251), se usé ademds 5 ng de Kl come acarreador. Para todos los demaés patrones yodados
(DIT, rT3, T4, T3 y T4) se utilizaron 5 g de cada uno disueltos en etanol: hidréxido de
amonio 2 N (1:1, v/v).

Se corrieron las cromatografias en forma ascendente con el sistema cloroformo:
metanol: NHsOH 26% (100:50:5, v/v) hasta que el frente recorrié 16 cm aproximadamente.
Las placas se secaron a temperatura ambiente. Cada uno de los carriles que contenfan
muestras radiactivas fueron recortados en sentido longitudinal. Posteriormente se
recortaron en sentido transversal en fracciones de 0.5 cm para ser contada su radiacién
gamma. Los resultados se expresan como el porcentaje de radiactividad obtenido en cada
fraccién del total de radiactividad aplicada en el carril. Las yodotironinas y
yodoaminodcidos fueron revelados rociando la placa con ninhidrina al 0.25% (p/v) en
acetona (Roche y col, 1954).

CROMATOGRAF{A DESCENDENTE EN PAPEL.
Las cromatografias se realizaron siguiendo el métedo de Nakamura y col {1977 con

modificaciones minimas y empleando ef sistema NH4OH 2 N: aleghol ter-amilico: hexana
(6:5:1, v/v). Esta téenica se optimizb agregando entre 5 a 10 ml de NH4OH 26%. a las
paredes de la cdmara. Para su aplicacion las fases orgiinicas fueron concentradas hasta un
volumen menor a los 100 ul y directamente aplicadas en banda bajo corriente de aire sobre
tiras de papel filtro No. 3 (Wathman 3030917, Reino Unido) de 2.5 e de ancho.



En eadn experimentoy en tiras paralelas se aplicaron patrones radiactivos (s v
124 L o e
Na' = y 20 pg de eada uno de los siguientes patrones: DI rTa, Ty, T, Ta v
eventualmente Ki, disueltos en etanol: NHGOH 2 N (101, v/va

Durante livs cromatografins los frentes recorvicron alrededor de 30 emy despucs las
tiras se saciron v dejaron secar. Las moldeulas vodadas no radinetivas fueron rovelidas
fijando la tira con 4-nminopiriding al 2.5% v rocisindola con KaFetCNgal 204 Para observar
K1 plaea fue rociada ademiis con PACHOS4 . Por otro lado, s tiras que tuvieran
muest ras radinetiviss fueron recortadas transversa imente on fracciones de 1em do anchoe v
s0 expresan igual que en las

e cuantifico su emision gammi. Los resultados
radiocromatografias en placa fina,

D- ANALISIS ESTADISTICOS

En el caso del andlisis de la distribucion endogena porcentual de radioyodo, los
resultados fueron transformados a su logaritmo (ver tabla Vi para posteriorimente realizar
regresiones lineales simples con la ayuda del paquete estadistico Statgraphics (STSC Inc,
Statistical Graphics Corporation, USA).

Los demas resultados fueron analizados con base en las siguientes ecuaciones:

-para el Promedio:

X=ZXi/n

-para la Desviacién Estandar:

DE:\Axx-L_X)‘! /n-1

Siendo Xi el resultado individual de cada uno de los eventos y n el ntimero de eventos
por grupo.

Se aclara que unicamente se anotar el valor del promedio, seguido por el signo +
para senalar la Desviacion Estndard (DE) obtenida.

-para el coeficiente de variacién (CV) expresado en porcentaje:
-CV=DE/X 100
-para el error estdandar (E E).

EE= DE/f®
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RESULTADOS

A-OPTIMIZACION DE LA TECNICA DE
EXTRACCION/PURIFICACION

1 DESLIPIDIZACION

En experimentos preliminares observamos que al extraer los homegeneizados de
tejido parenguimatoso (TP) con cloroformo, se formaba una interfase muy espesa, a causa
de que las cucarachas contienen una gran eantidad de tejido graso. Bste heeho nos llevo o
optimizar la proporcién necesaria del solvente para disolver los lipidos, modificando el
método de Gordon y col (1982). Las modificaciones consistieron en: emplear solamente
cloroformo, Hevar a cabo el procedimiento en un pH alcalino y utilizar cloruro de calcio
(CaCly). Al trabajar en un pH de 9.6 intentamos solubilizar las yodotironinas, ya que se
asegura la disociacion de los grupos hidroxilo y carboxilo y se evita la de los grupos amino
(Jorgensen, 1978). Asi, se generaria una carga neta negativa en estas moléculas que
aumentaria su solubilidad. La adicion de CaClz al 0.057 ayuda a disminuir la solubilidad
de los ganglitsidos en agua, lo cual aumenta su incorporacién a una fase orgdnica (Folch y
Lees, 1951).

Experimento |

A un homogeneizado de dos cucarachas hembras adultas se le agregd CaCl: 0.05%.
(concentracion final) y el pH se ajusté a 9.5 con NaOH. Posteriormente se le agregé R &
como patrén (aproximadamente 24,000 cpm) y se fraccioné en volamenes de 2 ml (n = 5). A
cada una de estas fracciones se les agregd diferentes proporciones de cloroformo (1:0 - 1:8,
v/v). Se agitaron 5 min en vortex y se dejaron reposando 2 hr a 4 °C. Posteriormente se
centrifugaron 30 min a 1,100 x g. Se formaron dos fases: una superior, acuosa, que contiene
sales y compuestos de bajo peso molecular donde quedan las moléculas de nuestro interés;
una interfase, formada probablemente por macromoléculas desnaturalizadas, lipidos y
detritus celulares; y una fase inferior orgadnica con lipidos y lipoproteinas disueltas (Gordon
y col, 1982). Se calculd el volumen de la interfase utilizando la formula V = 2 x h, donde h
¢s el grosor de la interfase y r el radio del tubo cilindrico utilizado. Se tomd el sobrenadante
(acuoso) y se cuantificd su emision gamma. Se calculd el porcentaje que éste  representaba
con respecto al total inicial agregado. Los resultados se muestranen ia figura 2y es claro
que el cloroformo en proporcidn 1:4 solubiliza los lipidus y permite recuperar ¢l 55 %. del
trazador. Aunque la proporcion 1:8 del solvente solubiliza atn mds los lipidos, la
recuperacion disminuy6 al 48%.. Por esta razon se escogi6 la proporcién de cloroformo 1:4 y
se decidia llevar a cabo un lavado de la interfase con 2 mi de CaCls. Kn esta forma la
recuperacion final oscild entre 76 a 90 %..
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FIGURA 2. EFICIENCIA DE EXTRACCION CON DIFERENTES PROPORCIONES DE
CLOROFORMO: AMORTIGUADOR A pH 9.5 Los resultados sc expresan en % de recuperacién del patron
radiactivo y en ml de interfase. E] volumen de esta Gltima se caleulé como se indica en el texto. En el ejc de
las abscisas se indican las proporciones CHCI3: amortiguador. Ohsérvese que solamente las proporviones 1:4
v 1:8 solubilizan los lipidos.
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2- EXTRACCION DE LA FASE ACUOSA

El material, resultado de concentrar a sequedad el sobrenadante acuoso deslipidizado,
es muy dificil de aplicar en los sistemas cromatogréficos utilizados. Para eliminar las sales
y proteinas presentes en esta preparacion se siguié el procedimiento descrito por Bianchi y
col (1984) que utiliza acetato de etilo:butanol (9:1, v/v) para extraer diferentes tironinas
disueltas en solucion salina. Sin embargo y con el prepésito de obtener unmaximo de
radiactividad, optimizamos el pH de esta técnica y ademds ensayamos otros solventes.

Experimento IT Optimizacién del pH

_ Una cucaracha hembra y otra macho fueron sacrificadas 12 dfas después de inyectado
el "%, Se discetaron, homogeneizaron y deslipidizaron como se describié anteriormente. El
subrenadante acuoso resultante se fracciont en volitmenes de 0.9 ml y se ajustaron a
diferentes pHs con los siguientes amortiguadores: pH9.5 (Gli-NaOH 0.02 My NaCl 0.133
M)6é pH 7.5 (fosfatos 0.133 M y HCI 0.02 M); pH 5.5 (citratos 0.06 M, NaCl 0.04 M; HC1 0.02
M) y pH 3.5 (dcido acético, 0.2 M). Todas las fracciones se aforaron a un volumen de 1.5 ml,
La molaridad indicada es la concentracién final obtenida. Posteriormente se les agregé
acetatode etilo:butanol (9:1, v/v) en una proporeidn de (2:1, v/v). Las muestras se agitaron 5
min, se dejaron reposando 1 h a 4° C y se centrifugaron 10 min a 1000 x g. Se formaron 2
fases: una acuosa, inferioré una pequeia interfase, compuesta de proteinas; y una fase
orgdnica superior (Bianchi y col, 1984). Se separaron las fases y se cuantificé por duplicado
su emisién gamma. Como se puede observar en la figura 3, el porcentaje de extraccién de los
compuestos radiactivos es inversamente proporcional al pH.

Experimento I Utilizacion de Diferentes Solventes

Dos cucarachas adultas, una hembra y otra macho, se sacrificaron a los 14 dias
postinyeccién de 1291 Se procesaron, como se describe en material y métodos, hasta obtener
un sobrenadante acuoso deslipidizado en CaCls 0.06%, Gli-NaOH 0.02M pH 92.6. El
material se [racciond en volimenes de 1.1 m! y se les agregé 0.11 ml de acido acético 1 M
para un pH final de 4.

A cada fraccién se le agreg6 2:1 (v/v) de los siguientes solventes orginicos o sus
mezclas: éter, butanol, butanol:acetato de etilo (1:1, v/v), acetato de etilo:butanol (9:1, v/v) y
acetato de etilo. El butanol habia sido previamente saturado con cido acético 0.1 M en
proporcion 1:4 (v/v) utilizando la misma metodologia para las extracciones,
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La extraccion se realiz6 como se indica en el experimento 11 sélo que se repiti6é una 2*
vez. Los cdlculos también fueron iguales a los del experimento mencionado solo que el
porcentaje de radiactividad en la fase orgdnica es la suma de la radiactividad en ambas
extracciones. Los resultados se muestran en la figura 4 y se puede observar que el extracto
butandlico contiene el mayor porcentaje de radiactividad (20%) y que el menor porcentaje
se extrae con éter (3%). Sin embargo, al concentrar el extracto butanélico y al aplicarlo a
una cromatoplaca de silica gel, se presentaron problemas metodologicos: el material
contenfa agua que se evaporaba con dificultad y era tan heterogéneo que no se incorporaba
a la placa adecuadamente. Lo mismo sucedi6 con el extracto de butanol:acetato de etilo (1:1,
v/v}, Por tanto, también el corrimiento cromatogréfico fue irregular {figura 5).

Por lo que respecta al extracto con acetato de etilo la eficiencia fue sensiblemente
menor ( 4 veces) a la obtenida con butano! puro o con acetato de etilo (1:1, v/v). Sin embarge,
como se tmuestra en la figura 6, la cromatografia en placa fina de este extracto se resolvié en
un solo componente o pico mayoritario con un Rf de 0.437 el cual se designd como
desconocido placa 1 (DesPe 1).

En conclusién, se decidi6 utilizar el sistema de solventes butanol: acetato de etilo (9:1,
vfv) puesto que extrae una cantidad suficiente de material radiactivo a la vez que exhibe un
menor grado de impurezas con respecto al extracto butandlico. Por lo anterior, la extraccién
de la fase acuosa la realizamos a pH 4 utilizando acetato de etilosbutanol (9:1, v/v).
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FIGURA 4, COMPARACION DE DIFERENTES SOLVENTES EN LA EFICIENCIA DE
EXTRACCION DE MOLECULAS RADIOYODADAS A pH 4. Ei porcentaje est referido al total de
radiactividad existente en el extracto acuoso (100%). Es clare que Ja presencin de butanol mejora In eficiencia
de extraccién.
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FIGURA 6. RADIOCROMATOGRAMA DE UN EXTRACTO OBTENIDO CON ACETATO DE
ETILO. Se muestra el patrén radiocromatogrifico de un extracto obtenido con acetato de etilo puro.
Obsérvese la presencia de Des Pc 1 sin otro contaminante radiactivo. Sin embargo, la eficiencia de extraccién
de este solvente es muy baja. ’

Eficiencia de la Extraccién/Purificacion. En la tabla IV se presenta la
distribucion porcentual de la radiactividad detectada en el extracto acuoso (EA) y la
interfase (ITF) con respecto al 100% presente en TP. Puede observarse que
consistentemente la ITF contiene un porcentaje de radiactividad insoluble que oscila entre
5% a 21%, mientras que el EA contiene entre 4 a 7 veces mas. Asf mismo, lasuma de la
radiactividad detectada en ITF y EA no llega al 100% por lo que la restante (12 a 49 %)
quedd disuelta en el cloroformo junto con lipidos y lipoproteinas.

En la tabla V se muestra la selectividad de extraccion del acetato de etilo:butanol (9:1,
v/v) como el porcentaje de radiactividad obtenida en el solvente orgénico con respecto al
total contenido en el EA o en la hemolinfa. Se puede apreciar que el procedimiento utilizado
extrae preferencialmente las moléculas que se pretende purificar, ya que el porciento de
recuperacion de la T4 patrén anadida a TP fue de 73.4 + 1.4 %, mientras que el del yoduro
fue significativamente menor (2.2 + 1.5 %). Al incrementar el intervalo de sacrificio
post-inyeccion (11 - 15 dias), el porcentaje de radiactividad extraida aumenta y en el caso de
la hemolinfa este fue hasta del 27%.



TABLA IV DISTRIBUCION DE RADIOYODO (CUENTAS POR MINUTO" y PORCENTAJE)
EN EL EXTRACTO ACUOSO DESLIPIDIZADO (EA) Y LA INTERFASE (ITF).

CUENTAS POR MINUTO" PORCENTAJES
DIAS TP 100%* EA ITF TP/100% EA/TP ITF/TP
1 498180 3471649 305610 50700 14.3 61.3 10.2
11 720815 3420716 514151 34975 21.1 71.3 4.9
12 688390 4318059 238367 145826 15.9 34.6 21.2
12 513113 5727342 271183 30002 9.0 52.9 5.8
13 208561 3864409 107107 10954 5.4 51.4 5.3
13 225595 4134977 119414 10987 5.5 52.9 4.9
13 693265 6807590 548755 48096 10.2 79.2 6.9
14 135967 4984861 57187 15756 2.7 42.1 11.6
14 293825 4099342 241533 14271 7.2 82.2 4.9
35 67279 1559591 35897 7214 4.3 53.4 10.7
35 216568 5329826 89907 20760 4.1 41.5 9.6
58 235031 2229184 147232 23598 10.5 62.6 10.0
58 85138 1017598 39121 5825 8.4 46.0 6.8
PROMEDIO 9.1 56.3 8.7
E E 1.4 3.9 1.2

Extrapolado a cuentas por minuto totales; TP, Tejido parenquimatoso;
* 100% = Total de radiactividad en el individuo (Demds compartimientos
véase tabla VI); E E, Error estdndar.

Tabla V SELECTIVIDAD DE EXTRACCION DE TIRONINAS O
RADIOYODO EN TEJIDO PARENQUIMATOSO Y/O HEMOLINFA

compuesto Admon. N % (* DE) Tiempo*
T, A 2 73.4 (1.4) 0

Yodo I 3 2.2 (1.5) 10 min
Yodo A 3 3.8 (1.7)

Yodo I 12 14.7 (3.1) 11-15 dias
Yodo & I 3 26.7 (0.7) 11-15 dias

DE, Desviacidén Estandar; A, Agregado al Extracto
acuoso; I, Inyectado in vivo; *, Sacrificio post-

inyeccion; @, Extraido de Hemolinfa.



3 PROTOCOLO FINAL

Deslipidizacién. A cada homogeneizado acuoso de TP se le agregd cloroformo 1:4 (v/v).
Se agité 5 min y se dejé reposando por lo menos 3 h a 4 °C (ver mds abajo). Las muestras se
centrifugaron 30 min a 1000 x g. La fase inferior-orgdnica se desechd, se retuvo la interfase
y la fase acuosa se sometié a una segunda extraccién con cloroformo 1:1 (v/v), con el mismo
procedimiento, pero sélo centrifugando 10 min. Rutinariamentey dependiendo de la hora en
la que se iniciaba el procedimiento, indistintamente una de las dos extracciones se dejaba
reposar toda la noche mientras que la otra al menos 3 horas. En esta segunda extraccién se
obtiene una interfase de menor volumen.

Las interfases se juntaron para hacer un lavado con 1 m! de CaCl: 0.05%, Gli-NaOH
0.02 M pH 9.6, utilizando el procedimiento descrito anteriormente y centrifugando 30 min.

Las fases acuosas resultantes se almacenaron individualmente en congelacion a -20
°C, por un periodo no mayor a 5 semanas, hasta su uso. En el caso de la hemolinfa ésta
deslipidizacion no se llevo a cabo.

Extraccion de la Fase Acuosa. El pH de las muestras fue ajustado a 4 con 4cido
acético 1 Mo 1.1 M. Generalmente se utilizé una concentracién final de 0.1 M de dcido
acético. Se agrego un volumen 2:1 (v/v) de acetato de etilo:butanol (9:1, v/v). Se agitaron las
muestras 5 min y se dejaron reposando al menos 1 ha 4 °Cy se centrifugaron 10 min a 1000
x g L fase orginica se removid por aspiracion y se repitio la extraccién de la fase acuosa.
Las fases orgrinicas se concentraron bajo corriente de nitrégeno.

B- RESULTADOS EXPERIMENTALES

1 DISTRIBUCION ENDOGENA DEL YODO

Por las limitaciones inherentes al manejo de animales inyectados con yodo radiactivo,
estos experimentos se llevaron a cabo a lo largo de un aio (abril de 1987 a mayo de 1988).
Se utilizaron en total 15 individuos adultos (8 hembras y 7 maches). Todos fueron
inyectados con Na!%p segun se describe en la secci6n de procedimientos experimentales., La
actividad especifica del radiontelido oscilé entre 0.1 a 0.4 Bg/ pg. Diez de los animales se
sacrificaron entre los dias 11 a 15 postinyeccion del isdtopo y cinco se sacrificaron a
intervalos méds amplios {dias 21 a 58).

La tabla V1 resume los resultados individuales de la radiactividad detectada (cpm) en
cada uno de los tres compartimentos (hemolinfa, cuticula o exoesqueleto, y tejido
parenquimatoso) a los diferentes dias post-inyeccién. Independientemente de la variacion
interindividual que muestra la radiactividad total (100 %) y que puede ser secundaria a la
eficiencia de la inyeccidn del trazador, obsérvese que para un tiempo determinado, el
porcentaje para cada compartimiento es menos variable, Esta transformacion de los
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resultados permitié hacer un andlisis preliminar de la distribucién y cinética del trazador.
Con este mismo propésito y utilizando el logaritmo de estos datos se calcularon y ajustaron
las regresiones lineales cuyos resultados aparecen en Ja tabla VII.

TABLA VI RADIACTIVIDAD DETECTADA* (cpm), DISTRIBUCION PORCENTUAL"
Y LOGARITMICA EN P. americana @

COMPARTIMIENTOS* PORCENTAJES ~ LOGARITMOS@
DIAS T P Hemo Cut 100% TP Hemo Cut TP Hemo cut
11 498180 19784 2953685 3471649 14.3 0.6 85.1 1.16 =0.24 1.93
11 720815 26016 2673885 3420716 21.1 0.8 78.2 1.32 ~0.12 1.89
12 688390 0 3629669 4318059 15.9 0.0 84.1 1.20 1.92
12 513113 29729 5184500 5727342 S.0 0.5 90.5 0.95 -0.28 1.96
13 208561 26458 3629390 3864409 5.4 0.7 93.9 0.73 <-0.16 1.97
13 225595 53265 3856117 4134977 5.5 1.3 93.3 0.74 0.11 1.97
13 693265 24450 6089875 6807590 10.2 0.4 89.5 1.01 =0.44 1.95
14 135967 25894 4823000 4984861 2.7 0.5 96.8 0.44 -0.28 1.99
14 293825 1545 3803972 4099342 7.2 0.0 92.8 0.86 ~-1.42 1.97
15 319780 22183 7530550 7872513 4.1 0.3 95.7 0.61 =~0.55 1.98
21 165060 4827 4237960 4407847 3.7 0.1 96.1 0.57 =0.96 1.98
35 67279 840 1491472 1559591 4.3 0.1 95.6 0.63 =1.27 1.98
35 216568 2688 5110570 5329826 4.1 0.1 95.9 0.61 -1.30 1.98
58 235031 1994153 2229184 10.5 89.5 1.02 1.95
58 85138 932460 1017598 8.4 91.6 0.92 1.96

* Extrapoladc a Cuentas Por Minuto totales; “100%= Total de radiactividad
en el individuo; @ Logaritmol0 del porcentaje;
TP, Tejido Parenquimatoso;

Hemo, Hemolinfa; Cutic, Cuticula.

TABLA VII REGRESION' LINEAL SIMPLE DEL
Log DE LA DISTRIBUCION PORCENTUAL DE YODO

TEJIDO N PENDIENTE C CORRELACION P (F)
Parenquimatoso® 10 -0.1797 0.84 0.002 (19.7)
Parenquimatoso* 5 0.0120 0.95 0.013 (27.8)
cuticular® 10 0.0188 0.85 0.001 (20.8)
Cutict_llar* 5 -0.0008 0.91 0.027 (16.4)
Hemolinfa® 12 -0.0439 0.72 0.007 (11.3)

g (F), Significancia del modelo y F correspondiente;
Dias 11-15 Post-inyeccidn; * Dias 21-58 Post-inyeccion;
" Dias 11-35 Post-inyecciédn.
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La figura 7 muestra la distribucién porcentual de la radiactividad en los diferentes
compartimentos analizados. Como puede apreciarse, en la hemolinfa (panel A),
compartimento en el cual se inyecté el radioisdtopo, este exhibe una cafda exponencial con
respecto al tiempo. Asf, el logaritmo del porcentaje de radiactividad presente en este
compartimiento se ajusta a una linea recta de pendiente negativa (m = - 0.043). Asf, al cabo
de 11 dias postinyeccion la radiactividad en hemelinfa corresponde solamente al 0.7 % de la
total y tiende al cero.

Por otro lado, puede observarse que el tejido cuticular (panel B) es el compartimiento
que acumula mds radiactividad, hasta llegar a una meseta en el dia 15 aproximadamente.
Durante este periodo el logaritmo del porcentaje de radiactividad presenta una pendiente
positiva (m = 0.018). Después del dia 21 se observa una pérdida lenta de radiactividad en
este tejido {m = -0.0008).

En el tejido parenquimatoso (panel C) se observa una caida inicial del isétopo
parecida a ln que exhibe la hemolinfa. Sin embargo la desaparicién del isétopo en TP parece
ser mas rdapida (m = - 0.179), y en marcado contraste con la hemolinfa no tiende al cero. Asi,
apartie de los dias 15-21 la linea logaritmica ajustada presenta una pendiente positiva de
0.012.

2 ORGANIFICACION DEL YODO

Curacterizacion Parcial de Moléculas Organificadas.

Para el andlisis de este aspecto inicamente se incluyeron animales sacrificados en el
intervalo de 11 a 15 dias post-inyeccién. Las tablas VIII y IX resumen los resultados
ublenidos con los dos sistemas analiticos utilizados. Se muestran los valores promedio de
movilidad relativa (Rf) asi como el coeficiente de variacion (% CV) de las moléculas yodadas
patron y de los extractos experimentales obtenidos con cada uno de los sisteimas. Obsérvese
que en ambos sistemas la variacién en los Rfs de las moléculas patréon es ( 6 %), a excepcion
de aquellas que permanecen cercanas al origen (DIT y rTy).
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FIGURA 7. DISTRIBUCION TEMPORAL DE RADIOYODO EN EL ORGANISMO. Se cuantificé la
radiactividad de cada uno de los siguientes compartimentos: A, hemolinfa; B, tejido cuticular y C, tejido
parenquimatoso. La suma de todos estos compartimentos se tomé como el 100 % de cada uno de los
E individuos. Las curvas ajustadas (--) son el antilogaritmo de las regresiones lineales calculadas. La
desaparicién del isétopo en A se ajusta a una caida exponencial que sugiere la desaparicién sostenida. En

contraste, la cuticula (B) acumula rapidamente el trazador mientras que el TP lo hace a tiempos mas largos
(). Para mayores detalles véase texto.
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TABLA VI PROMEDIO ¥ COEFICIENTE DE VARIACION (% CV)
DE LOS Rf EN LAS CROMATOGRAFIAS EN PLACA FINA

COMPUESTO (n) Rf % CV
DIT 20) 0.097 781
Ty (10) 0.146 6.03
Ty (10) 0.184 4.32
T4 (10) 0.291 4779
T3 (10) 0.295 495
157 (14) 0.477 4.68
Des Pe 1 (14) 0.422 8.29
Des Pe 2 (14) 0.044 34.22

* Sistema cloroformo: metanol: NH4OH 2642 (100:50:5, v/v); DIT, 3"-diyodotirosina; T3,
3,5, 3-triyodutironing; T'y, tiroxina; 14, 3',3,5-triyodotironina; Ty, 3,5-diyodotironina; Des Pe
1, Desconocido placa 1; Des Pc 2, Desconocido placa 2.

TABLA IX PROMEDIO Y COEFICIENTE DE VARIACION (% CV)
CROMA'TOGRAFIA DESCENDENTE EN PAPEL

COMPUESTO (n) Rf % CV
Dit (6) 0.016 44.32
'y (1) 0.621 6.80
Ty (6) 0.695 444
Ty (T) 0.840 3.31
Ty 9) 0.890 273
1251 (5) 0.306 4.74
Des Pp 1 (4) 0.871 1.64
Des Pp 2 (4) 0.317 15.17

¥ Sistema NH4OH: alcohol ter-amilico: hexano (6:5:1, v/v)
Des Pp 1, Desconocido papel 1; Des Pp 2, Desconocido papel 2;
Demas abreviaturas véase tabla VIIL

Cromatografia en Placa Fina, En la figura 8 se muestra un radiocromatograma tipico
obtenido con el extracto TP de un animal sacrificado 14 dias después de administrado el
trazador. Se observa la presencia de dos componentes o dreas en las que el porcentaje de
radiactividad es mayor. La primera, cuyo Rf es de 0.437, contiene el 57% del total de la
radiactividad la cual se distribuye en cuatro fracciones (0.5 cm c/u). Este primer
componente se designd como "desconocido placa 1" (Des Pe 1). Bl segundoe componente tiene
un Rf menor (0.062) y solamente incluye el 14% de la radiactividad total, la cual se
distribuye en cineo {racciones. Este segundo componente se denominé "desconocido placa 2"
(Des Pe 2).
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FIGURA 8. RADIOCROMATOGRAMA TIPICO DE UN EXTRACTO TP EN PLACA FINA. Los
resultados se expresan como el porcentaje obtenido de cada fraccion con respecto al total de radiactividad
cuantificada en todas las fracciones, De esta misma manera se presentan los resultados en las otras
radiccromatografins. Obsérvese la presencia de los dos “picos”. El primero (Des Pc 2) tiene un Rf de 0.062
que s muy cercano al de DIT (Rf0.110). El otro pico (Des Pc 1) tiene un desplazamiento mayor (Rf 0.437) y

difiere por 1 e del 1-y no corvesponde a ninguna de las tironinas patrén cromatografindas en paralelo.
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En la figura 9 se muestra un radiocromatograma tipico de un extracto de hemolinfa
proviente de dos animales sacrificados 14 dias después de administrado el trazador. Es
notable la semejanza entre e extracto TP y el de la hemolinfa. Asi, en esta altima también
se aprecia la presencia de los dos componentes antes descritos.
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FIGURA 9. RADIOCROMATOGRAMA DE UN EXTRACTO DE HEMOLINFA EN PLACA FINA.
Obsérvese la gran similitud del patrén cromatogrifico con respecto al obtenido en el extracto TP (figura 8).
La fraceion Des Pe 2 tiene un Rf muy bajo (0.062), inclusive menor al de DITy Des Pe 1 10.437) tiene un Rf

-
poco menor al de Na'#1.



La tabla VIII muestra los resultados obtenidos al analizar 12 extractos TP
provenientes de 10 animales, asi como 2 extractos de hemolinfa obtenidos de 4 animales. En -
todos los casos se trata de animales sacrificados entre los dias 11 a 16 postinyeccion del
trazador. Se aprecia de manera consistente la presencia de los dos componentes antes
referidos. Es notable que para ambos los Rfs no corresponden a los de las moléculas patrén
co-cromatografiadas en los diferentes experimentos. También es importante destacar que el
Rf de Des Pc 1 fue consistentemente menor al del Na'*3I (0.422 + 0.035 Vs 0.477 + 0.022).

Cromatografia en Papel En la figura 10 se muestra un radiocromatograma del
extracto TP de un animal macho sacrificado 14 dias después de administrado el trazador.
Nuevamente es clara la presencia de dos componentes o dreas en las que el porcentaje de
radiactividad es mayor. La primera, cuyo Rf es de 0.833, se distribuye en cinco fracciones (1
em ¢/u). Este primer componente se designé como "desconocido papel 1" (Des Pp 1). El
segundo componente tiene un Rf menor (0.224) y se distribuye en tres fracciones. Este
segundo componente se denoming "desconacido papel 2" (Des Pp 2). Como se aprecia en la
figura 8 los Ris de T3 y 3,56-T2 (0.878 y 0.833, respectivamente), son similares al de Des Pp 1
0.833); mientras que el Rf de Des Pp 2 (0.224) se asemeja al det Na'%31 (0.238). Estos
resultados nos llevaron a incrementar la resolucion de este sistema cromatografico
empleando NH4OH, como se mencioné en procedimientos experimentales.

En esta forma y como se muestra en la figura 11, se logré queel Rfde DesPp 1
(0.880) fuera mayor que el de T3 y T2 (0.818 y 0.809, respectivamente). También se observa
que Des Pp 1 se distribuyé en tres fracciones, las cuales representan el 72.2% de la
radiactividad total. Sin embargo, el Rf de Des Pp 2 (0.316) fue muy cercano al de 1281
10.291) y su porcentaje de radiactividad total, distribuido en cuatro fracciones, fue de solo
11.8%.

Empleando esta misma modificacién se analizaron los extractos de hemolinfa. En la
figura 12 se muestra un radiocromatograma de tres animales sacrificados catorce dias
después de administrado el trazador. Una vez mds es notable la semejanza en el
comportamiento cromatogréfico de ambos extractos (TP y hemolinfa).

La tabla IX muestra los resultados obtenidos al analizar 3 extractos TP provenientes
de 3 animales; asi como el de! extracto combinado de hemolinfa obtenido de 3 animales. En
todos los cases se trata de animales sacrificados entre los dias 11 a 15 postinyeccion del
trazador. Se aprecia de manera consistente la presencia de los dos componentes antes
referidos. Es notable que el Rf de Des Pp 1 no corresponde a los de las moléculas patrén
co-cromatografiadas en los diferentes experimentos. Asi, el Rf de Des Pc 1 fue
consistentemente mayor al de T3 (0.830 + 0.025 vs 0.872 + 0.014). En contraste, Des Pp 2
tuvo un Rf muy cercano al de I- (0.317 + 0.048 vs 0.306 + 0.015).
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FIGURA 10, RADIOCROMATOGRAMA DE UN EXTRACTO TP EN PAPEL. Obsérvese
nuevamente la presencia de dos picos principales. El primero {Des Pp 2) presenta un Rf (0.224) muy parecido
al de 1-10.238). E! pico con mayor radiactividad Des Pp 1 tuvo un Rf de 0.833 y una pobre resolucién en este
sistema cromatogrifico con respecto a T y Ty (Rf de 0.833 y 0.878, respectivamente). Recuérdese que en
placa fina no se observé correspondencia con estas tironinas. Los Rf de las demds moléculas fueron: DIT
10.006), v'T’s (0.560) y T4 (0.652).
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FIGURA 11. RADIOCROMATOGRAMA TIPICO DE UN EXTRACTO TP EN PAPEL. En este
sistema modificado obsérvese coma se presentan los dos picos principales referidos en la figura 10, Sin
anburgo, Try 'T's se diferencian mejor de Des Pp 1y que su Rfes mayor al de todas las tironinas. Por otro
ludy, Des Pp 2 presents un Rf poco menor ol de I-.
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FIGURA 12, RADIOCROMATOGRAMA DE UN EXTRACTO DE HEMOLINFA
CROMATOGRAFIADO EN PAPEL. Obsérvese el parecida con el patrdn cromatografico del extracto TP: Des
Pp 2 con un Rl parecido al de} I- y Des Pp 1 con un Rf mayor al de todas las moléculas yodadas patrén.
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DISCUSION

Lus resultados de la presente tesis muestran que P. americana concentra radioyodo
no s6lo en el exoesqueleto sino también en drgancs parenquimatosos, y que en estos ltimos
el isétopo es organificado en compuestos hidrosolubles que también estdn presentes en la
hemolinfa del organismo.

OPTIMIZACION Y VALIDACION DE LA METODOLOGIA

La preparacion de un extracto lo suficientemente puro de tironinas radioyodadas
libres es un requisito indispensable para realizar andlisis cromatograficos confiables, lo cual
se Jogru al utilizar el método descrito por Gordon y col (1982). Sin embargo, el extracto
ucuoso resultante, pese a contener pocas proteinas y estar libre de lipidos, contiene sales
gue dificultan el andlisis cromatogréfico en placa fina y tiene que ser concentrado mediante
la evaporacion rotatoria y la liofilizacién. La no disponibilidad del equipo necesario nos llevé
aextraer la fuse acuosa con acetato de etilo:butanol (9:1, viv). La polaridad y la volatilidad
det sistema de solventes permitio resolver estos inconvenientes. Ademas, el procedimiento
elimina las proteinas existentes en el extracto acuoso (Bianchi y col, 1984).

ISsta extraceion fue optimizada mediante el uso de un pH basico (9.6) para solubilizar
moléculas yodadas en la fase acuosa durante la deslipidizacién y demostramos en este
trabajo que al disminuir el pH a 3.5-4 aumenta la cantidad de radiactividad extraida con
acetato de etilothutanol (9:1, v/v). Estos resultados pueden explicarse por un cambioen la
jonizacion de las moléculas extriidas, de tal suerte que a pH 9.6 sean solubles y a pH 4
disminuya su solubilidad en agua.

Por otro lado, los resultados de la presente tesis muestran claramente que la
“metodologia de extraccién empleada es selectiva para tironinas y yodoaminodcidos, y que
conforme transcurre el tiempo de administracion del isGtopo, aumenta el porcentaje de
radioyodo extraido. El incremento fue en promedio 7 veces mayor en un lapso que abare
desde los primeros minutos de administracién hasta 11 a 15 dias. Este hecho sugiere que
conforme trancurre el tiempo de administracion, aumenta la organificacidn del radioyodoen
el TP.

En contraste con los estudios previos en invertebrados que utilizaron hidrélisis
quimica o enzimatica para obtener un extracto inicial y que posteriormente se extraja con
n-butanol (Wheler, 1950; Gorbman y col, 1954; Limpel y Casida, 1957; Spangenberg, 1971),
los resultados de Ia presente tesis muestran que en el tejido parenquimatoso de P.
wmericana existen moléculas yodadas hidrosolubles. En efecto, por la concentracion de
hidrogeniones y la temperatura (pH 9.6 y pH 4 a 20 °C), es improbable que el procedimiento
de extraceién empleado en este trabajo rompa enlaces covalentes. Sobre estas bases es
villido asumir que las moléculas obtenidas en este extracto acuoso inicial se encontraban



libres. El hecho de que el material extraido del tejido parenquimatoso sea hidrosoluble y la
presencia de un material con patrones cromatogréficos semejantes en la hemolinfa,
robustece la posibilidad de que la organificacién de yodo en este tejido se asocie a la sintesis
de moleculas libres que circulan en el organismo y que podrian tener la funcién de
mensajeros quimicos. Ademds, debe destacarse que el empleo de n-butanol extrae yodo
inorgeinico ndemds de yodotironinas y yodoaminodcidos (Roche y col, 1954). En contraste y
como ya se menciond antes, la combinacion acetato de etilo:butanol reduce
significativamente la extraccion del yodo inorgdnico y aumenta la selectividad del
procedimiento para extraer moléculas organicas yodadas.

DISTRIBUCION ENDOGENA DEL YODO

Hasta donde conocemos este es el primer estudio que plantea un andlisis parcial del
curso temporal que exhibe la distribucion endogena de radioyodo en invertebrados. En
efecto, aunque originalmente disenados con otro propdsito, los experimentos de la presente
tesis permitieron hacer un andlisis preliminar y consecuentemente incompleto del
metabolismo del yodo en P. americana. El hallazgo de que la mayor proporcién del yodo (82
a 96 %) se concentra en las estructuras escleroproteinicas que conforman el exoesqueleto de
este organisino, confirma en parte estudios semejantes en otros invertebrados en los cuales
se muestra ademds, que este proceso se acompaiia de la organificacién del yodo dando lugar
primordialmente a la formacién de monoyodotirosina (Wheler, 1950; Gorbman, 1954;
Limpel y Casida, 1957). Sin embargp y en contraste con estudios previos en P americana
(Limpel y Casida, 1957), los resultados del presente trabajo muestran que la acumulacién /
organificacion del isétopo en el exoesqueleto ocurre en forma rapida y progresiva,
exhibiendo un patrén exponencial y asintético que sugiriere un proceso de saturacién. Por
otra parte, la acumulacién / organificacion del yodo en las estructuras parenquimatosas
ocurre de manera mas lenta y su comportamiento sugiere la presencia de al menos dos
procesos: la acumulacién y la organificacién del isétopo en una o mas moléculas que
permanecen en el tejido.

La posibilidad de que el yodo se organifique en el tejido parenquimatoso se fortalece
por los resultados obtenidos del andlisis cromatogrifico de los diferentes extractos, asi como
por la dindmica que exhibe el is6topo en la hemolinfa y en el TP. A este respecto conviene
recordar que al igual que el resto de los artropodos, P. americana tiene un sisteia
circulatorio abierto (Barnes, 1986). Por esta razdn, parte del material existente en la
fraccién denominada TP es hemolinfa. Asi, en esta ultima y con la cautela que impone lo
pequeiio de la muestra por arriba de los dfas 15 post-inyeccion, la desaparicién del istopo
muestra un comportamiento de 1°* orden que permite sugerir la depuracién del yoduro del
sistema circulatorio y que es concomitante a la desaparicion inicial (primeros 11 - 15 dias
post-inyeccion) que ocurre en TP. Sin embargo y en marcado contraste con lo observado en
la hemolinfa, a partir de los 21 dias postinyeccién el yodo en TP exhibe un proceso de
acumulacién y organificacion, el cual es congruente con los resultados obtenidos respecto al
aumento del poreentaje de extraccion de moléculas radioyodadas e hidrosolubles en estos
lapsos.
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CARACTERIZACION PARCIAL DE MOLECULAS ORGANIFICADAS

Los andlisis cromatograficos realizados en la presente tesis con los diferentes
extractos muestran consistentemente la presencia de dos "picos” de radioyodo organificado.
En contraste con los trabajos previos (Gorbman, 1954; Limpel y Casida, 1957; Spangenberg,
1971) cuyos sistemas cromatograficos (principalmente butanal: dcido acético: agua) carecen
de la resolucion adecuada para diferenciar yodotironinas (Roche y col, 1954), los dos
sistemas empleados en el presente trabajo si poseen la requerida o al menos una mayor
resolucién (Simpson y Osborn, 1968; Nakamura y col, 1977). Asi, y no obstante que estas
diferencias metodolégicas invalidan la comparacion estricta, es importante destacar que los
resuftados obtenidos en esta tesis coinciden en parte y amplian sustancialmente las
observaciones del Gnico estudio previo que conocemos sobre P. americana (Limpel y Casida,
1957). Como se resume en la tabla X y empleando un solo sistema cromatografico, estos
investigadores observaron yodotirosinas en los radiocromatogramas de los hidrolizados de
cuticula, mientras que las yodotironinas se encontraron exclusivamente en hidrolizados de
tejido parenquimatoso. Al analizar su distribucién érgano especifica, encontraron la mayor
concentracion de tironinas en tejido adiposo (27%), notocorda (20%) y miisculo (20%). En
contraste con estos estudios donde se observa repetidas veces la presencia de T4 y
posiblemente T4 en P. americana, los andlisis cromatogrédficos de la presente tesis muestran
la presencia de dos moléculas radioyodadas cuyo comportamiento no corresponde ai de las
yodotironinasy yodoamino4cidos patrén cromatografiadas en paralelo (DIT, rTs, T4, Ts,
Ta). Este tipo de inconsistencia es comun al resto de trabajos que sobre este aspecto se han
realizado en invertebrados. Asi, en el caso de Aurelia aurita persiste la controversia acerca
de la identificacion certera de T4 (Spangenberg, 1971; Silverstone y col, 1978). Esta
situacion hace evidente que la identificacion definitiva de estas moléculas requiere el
empleo de métodos analiticos con mayor especificidad; vgr, la combinacién de uno o mds de
los siguientes métodos: cromatografia liquida de alta resolucién, inmunocanélisis,
espectrometria de masas, etc.
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TABLA X MOLECULAS YODADAS Y DISTRIBUCION
DE RADIOYODO EN P. americana (machos)#@

% de Radiuvactividad Total” COEFICIENTE DE

TEJIDO I- MIH MIT DIT T4-~T3 CONCENTRACION*
Cuticula -_— 99 — -— — 4.06 £ 0.49
Hemolinfa 90 0 10 0 0 1.37 £ 0.46
Tabulos de
Malpighio 58 42 0 o] 0 0.85 * 0.21
Intestino

delantero 49 1 44 1 5 0.60 * 0.11

medio 39 —_— 52 4 7 0.59 = 0.09

trasero 39 1 59 — 0 0.85 * 0.21
Glandulas

accesorias 23 1 76 o] —_— 0,16 = 0.04

salivales 100 0 4] 0 0 0.14 * 0.07
Hotocorda 62 —_— 18 ] 20 0.10 = 0.02
Tejido graso 55 0 16 2 27 G.08 * 0.02
Muscule 1 1 22 56 20 0.06 * 0.01
Traguea - - - - - 0.43 * 0.08
Testiculos - - - - - 0.28 % 0.06
Heces 0 94 a 0 6 -

# Tomado de Limpel y Casida, 1957; @ Sacrificados 24 hr
inyeccion; * Promedio de 3 radiocromatogramas;
* ¢ pn/ mg de tejido
media de ¢ p m/mg de todos los tejidos individuales
MIH, Monoyodohistidina; ——, Trazas; ~, No cuantificado.
Deméas abreviaturas véase tabla VIII.
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COMENTARIOS FINALES Y PERSPECTIVAS

El andlisis global de los resultados obtenidos en esta tesis asf como de la informacién
disponible sobre el particular muestra claramente que:

- Ademads de su organificacion en el exoesqueleto, en P. americana el yodo es
acumulado y organificado por el tejido parenguimatoso.

- Bsta organificacion da lugar a fa "sintesis™ de moléeulas yodadas hidrosolubles.
- Dichas moléculas se encuentran libres y cireulan dentro del organismo.

Por otra parte y aunque la falta de suficientes "patrones” impidi6 identificar con
certeza la naturaleza quimica de las moléculas radioyodadas, en un terreno marcadamente
especulativo, es pertinente mencionar que el comportamiento cromatografico del material
designado como Des Pc 1 es semejante al de algunocs di- y tri-yodotirocidos cuando se emplea
el mismo sistema (Osborn y Simpson, 1969). Ademass, y en consistencia con esta
especulacion, en cromatografia descendente en papel, el comportamiento de Des Pp 1
nuevamente coincide con el exhibido por algunos triyodotirocidos (Nakamura y col, 1977).
Con la cautela implicita, esta semejanza o coincidencia plantea la interesante posibilidad de
que en invertebrados estos "metabolitos" de las tironinas fungieran como los mensajeros
quimicos. Al respecto cabe recordar que los triyodotirocidos poseen actividad bioldgica en
vertehrados en algunos ensayos in vitro (De Groot, 1979) y la misma afinidad por el
receptor nuclear de T (Oppenheimer, 1973).
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APENDICE A: Clasificacién taxonémica de P americana

Reino: Animalia
Phylum: Arthropoda
Clase: Insecta
Ordenn: Orthoptera
Familia: Blattidae
Género:  Periplaneta

Especie: americana
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